Lucile Vigué Date de soutenance : 13/10/2023

Titre : Diversité et évolution d’Escherichia coli: perspectives ouvertes par
I’étude de 80 000 génomes

Résumé: Bactérie commensale de lintestin de 'homme et de nombreux vertébrés, Escherichia
coli est aussi un pathogéne mortel responsable de 950,000 morts par an dans le monde. Organisme
généraliste capable de s’adapter a différentes niches écologiques, il s’agit d’'une espece de choix pour
étudier I'évolution sur différentes échelles de temps. Son statut d’organisme modéle en biologie et son
importance pour la santé humaine ont favorisé le séquencage de trés nombreuses souches dans le
monde entier. L'objectif de cette these est d’'analyser la diversité présente dans 81 440 de ces
génomes et de comprendre comment celle-ci peut nous informer sur les processus évolutifs a I'ceuvre
dans cette espéce.

Les 81 440 génomes rassemblés couvrent la diversité naturelle d’Escherichia coli. Les souches
isolées chez I'humain et plus précisément dans un contexte clinique sont largement représentées. En
particulier, 11 000 de ces génomes sont des Shigella, des souches pathogenes obligatoires des
primates ayant adopté un mode de vie intra-cellulaire. Pour étudier ces 81 440 génomes, j'en ai extrait
les séquences codantes que j'ai organisées dans une base de données. Une comparaison du core
génome de ces souches m’a permis de les répartir en 240 clusters a partir desquels j'ai pu inférer une
phylogénie globale de I'espéce corrigée pour la recombinaison.

Afin d'analyser plus en profondeur les profils mutationnels, jai employé le Direct-Coupling Analysis
(DCA). Cette approche issue de la physique statistique permet de prédire I'effet d’'une mutation
survenant dans un gene et induisant un changement d'acide aminé dans la protéine correspondante.
En modélisant les interactions entre paires d’acides aminés au sein de la protéine, le DCA permet de
prendre en compte le contexte génétique dans lequel la mutation survient.

En appliquant le DCA a des milliers de core génes d’E. coli, jai montré qu’il pouvait prédire les acides
aminés natifs de cette espéce mais aussi les polymorphismes qui y sont observés. Le DCA prédit
également la probabilité d’observer une mutation & une certaine fréquence. Ce faisant, il permet de
mettre en évidence des différences d'efficacité de la sélection naturelle entre différentes sous-
populations d’E. coli. En particulier, la sélection naturelle semble nettement moins efficace dans les
souches de Shigella, en accord avec la taille efficace réduite de cette population.

Le contexte génétique s’est avéré clé dans la qualité des prédictions faites par le DCA. Ce contexte se
construit sur des échelles de temps longues par I'addition de nombreuses interactions faibles entre
acides aminés. Celles-ci n'affectent pas tous les résidus d’'une protéine de la méme maniere. Le DCA
permet de prédire la variabilité de ces résidus. En particulier, entre 30% et 50% des sites d'une
protéine sont extrémement contraints par le contexte génétique d’E. coli. Une mutation sur I'un de ces
sites sera généralement délétére si elle survient seule. Ces sites ne tolérent donc pratiquement pas de
polymorphismes. Cependant ils peuvent coévoluer sur de longues échelles de temps de sorte que les
acides aminés qui y sont observés varient largement d’'une espéece a l'autre.

Si les différents résidus d'une protéine peuvent évoluer a différentes vitesses, il en est de méme des
protéines. J'ai développé un test de sélection, basé sur le DCA, permettant de comparer les génes
entre eux. A court terme les génes essentiels sont ceux sous la plus forte pression de sélection
purifiante tandis que le niveau d’expression détermine le taux d’évolution a long terme. Ce test détecte
aussi des inactivations de régulateurs de la transcription, inactivations qui semblent sélectionnées a
court-terme mais contre-sélectionnées sur le plus long terme.

Le présent travail démontre l'intérét de coupler I'étude de larges banques de génomes a des
approches de modélisation pour comprendre I'évolution d'une espéce sur différentes échelles de
temps.
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Abstract: A commensal bacteria in the gut of humans and many vertebrates, Escherichia coli is also a
deadly pathogen responsible for 950,000 deaths per year worldwide. As a generalist organism
capable of adapting to different ecological niches, it is a species of choice for studying evolution on
different time scales. Its status as a model organism in biology and its importance for human health
have led to the sequencing of many strains worldwide. The aim of this thesis is to analyse the diversity
present in 81,440 of these genomes and to understand how this diversity can inform us about the
evolutionary processes at work in this species.

The 81,440 genomes collected cover the natural diversity of Escherichia coli. Strains isolated in
humans and more specifically in a clinical context are largely represented. In particular, 11,000 of
these genomes are Shigella, obligate pathogenic strains of primates that have adopted an intracellular
lifestyle. To study these 81,440 genomes, | extracted the coding sequences and organised them in a
database. A comparison of the core genomes of these strains allowed me to classify them into 240
clusters from which | was able to infer a global phylogeny of the species corrected for recombination.
In order to further analyse the mutational patterns, | used Direct-Coupling Analysis (DCA). This
statistical physics approach allows to predict the effect of a mutation occurring in a gene and inducing
an amino-acid change in the corresponding protein. By modelling the interactions between pairs of
amino acids within the protein, DCA allows the genetic context in which the mutation occurs to be
taken into account.

By applying DCA to thousands of E. coli core genes, | have shown that it can predict not only the
native amino acids of this species but also the polymorphisms observed in it. DCA also predicts the
probability of observing a mutation at a certain frequency. In doing so, it reveals differences in the
efficiency of natural selection between different subpopulations of E. coli. In particular, natural
selection appears to be much less effective in Shigella strains, consistent with the reduced effective
size of this population.

Genetic context was found to be key to the quality of the predictions made by DCA. This context is
built up over long time scales by the addition of many weak interactions between amino acids. These
do not affect all residues of a protein in the same way. DCA can predict the variability of these
residues. In particular, between 30% and 50% of the sites in a protein are highly constrained by the
genetic background of E. coli. A mutation at one of these sites will generally be deleterious if it occurs
alone. These sites do not therefore tolerate polymorphisms. However, they can co-evolve over long
time scales so that the amino acids observed there vary widely between species.

If individual residues of a protein can evolve at different rates, so can proteins. | have developed a
selection test, based on the DCA, which allows genes to be compared with each other. In the short
term, the essential genes are those under the strongest purifying selection pressure, while the level of
expression determines the long-term rate of evolution. This test also detects inactivations of
transcriptional factors, inactivations that appear to be selected in the short term but counter-selected in
the longer term.

The present work demonstrates the interest of coupling the study of large genome databases with
modelling approaches to understand the evolution of a species on different time scales.
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